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【目的】 
近年、次世代での遺伝性疾患の発症を防ぐ目的で体外受精時に着床前遺伝子診断(PGD)が世
界的に研究・臨床の場で実施されている。国内においてもデュシェンヌ型筋ジストロフィー
のように治療法がなく予後が不良な疾患を対象として審査制による PGD が行われている。 
ミトコンドリア脳筋症に代表される様々なミトコンドリア病は未だそのほとんどに対し
て根本的な治療法がなく、対症療法のみの治療が行われることが多い。ゆえに、PGD によ
るミトコンドリア病の次世代での発症予防は、特に挙児を希望する発症者・保因者にとって
福音となり得る。ミトコンドリアは呼吸鎖において重要な役割を担う細胞内小器官である
ため、脳や筋肉など酸素消費量の多い臓器で多彩な症状を呈する。ミトコンドリア病の原因
とされるミトコンドリア DNA(mtDNA)の異常は、母系遺伝によって次世代へ伝達される。
卵形成時のボトルネック効果により、mtDNA の異常の割合は胚ごとに異なるため、ミトコ
ンドリア病の発症予知には胚生検に基づく PGD と病原性 mtDNA 含有量の評価が必要で
ある。国内においてもミトコンドリア病の１つである Leigh 脳症は PGD の対象として承認
されており、生検による PGD が試みられている。しかしながら、生検は胚に物理的ダメー
ジを与え胚発生能を低下させるだけでなく、胚生検の出生児への長期的影響も解明されて
いない。そのため、生検以外の方法に基づく胚 mtDNA 遺伝子解析手法の開発が望まれる。 
本研究では、着床前の胚発生時に胚から培養液中に様々な遊離核酸(DNA, miRNA)が放出
される現象に注目し、培養液から mtDNA を検出できるかを明らかにすることを目的とし
た。さらには培養液から検出された mtDNA が培養されている胚の mtDNA を反映してい
るかを、多形性に富む D-loop 領域を培養液-培養胚ペアを用いて解析することで評価した。 
 
【方法】 
2016 年 4 月から 2017 年 2 月に千葉大学医学部附属病院または関連病院にて、体外受精を
実施し、本研究に文書にて同意が得られた患者から得られた胚培養液 35 検体と、胚凍結あ
るいは胚移植に至らなかった廃棄胚 6 個から得られた胚溶解液を用いた。胚培養液は、体
外受精により得られた胚を、付着する卵丘細胞を完全に除去した後、25µl の培養液中で 5-
6日間のシングルステップ培養を行い回収した。胚溶解液は、透明帯を除去後、2µlの H20
中で溶解させ回収した。これらを鋳型にし、多型性を有する mtDNA D-loop 領域を PCR で
増幅した。胚培養液からの D-loop 領域検出率を明らかにした。次いで、培養液から検出さ
れた D-loop 領域がヒト由来であることを確認するため、サンガー法により PCR 産物をシ
ーケンスした。さらに、11 例の培養液−培養胚のペアからそれぞれ D-loop領域を増幅し、
次世代シーケンサー(NGS)により解析した。 
 
【結果】 
培養液 35 例中 27 例 (77%)、廃棄胚で 6 例中 6 例において D-loop 領域を検出できた。増
幅された PCR産物をサンガー法で解析した結果、ヒト mtDNA の D-loop 領域に一致した。
培養液-培養胚ペアを NGS 解析したところ、ホモプラスミー例（全ての DNA ポジションで
1 種類の塩基しか検出されない）では胚培養液中 mtDNA 配列は胚溶解液 mtDNA 配列と
完全に一致した(7/11 例)。一方、ヘテロプラスミー例（1 箇所以上の DNA ポジションで複
数の塩基が検出される）では培養液中 mtDNA アレル頻度と胚溶解液 mtDNA アレル頻度
に不一致が見られた(4/11 例)。4 例のヘテロプラスミー例の内、1 例では胚培養液から検出
されたメジャーアレル（1 箇所の DNA ポジションに検出された 2 種類の塩基のうち、アレ
ル頻度が高い方の塩基）が培養胚からはマイナーアレル（アレル頻度が低い方の塩基）とし
て検出された。 
 
【考察】 
胚培養液から 77%の確率で mtDNA を検出できた。これは既存の報告よりも低い確率であ
るが、検出に用いた PCR 産物が約 1000 bp とより大きく、培養液中で DNA の分解が進ん
だために長鎖 PCR 産物が得られにくくなったことが要因だと考えられる。培養液から検出
された mtDNA はヒト D-loop 領域の配列に一致し、未使用の培養液に含まれている可能性
がある外因性 mtDNA に由来した産物ではないことが確認できた。11 例の胚培養液−培養
胚ペアを NGS で解析した結果、10 例では胚培養液から検出された mtDNA バリアントは
胚自身のバリアントと完全に一致するか、メジャーバリアントを正確に判定することがで
きた。一方、1 例において胚と培養液それぞれから検出されたメジャーバリアントとマイナ
ーバリアントが逆転した。この現象が普遍的に見られる現象であるかは不明だが、胚発生時
に各割球において mtDNA の種類と含有量が異なり、それに応じて一部の割球から mtDNA
が放出される機序が存在すれば説明することが可能である。例えば、発生にとって不都合な
mtDNA を持つ割球が積極的に排除される生物学的機序が存在し、正常な胚発生を維持して
いる可能性が考えられる。そのような観点で見ると、この 1 例は分裂期初期で発生を停止
したクオリティーの低い胚であり、異常 mtDNA を積極的に排除した結果、発生が停止し
たのかもしれない。今後はより多くのヘテロプラスミー胚を解析することにより、胚発生時
に mtDNA の非対称的な分配や選択がどの程度の頻度で起こるかを明らかにしたいと考え
ている。また mtDNA ヘテロプラスミーの割合を調整できるモデルマウスを利用し、より
詳細な生物学的機序の解明を目指したい。 
 
 
【結論】 
体外受精時の胚培養液中に漏出している胚の mtDNA を検出することが可能であった。胚
培養液中の mtDNA の遺伝子異常を解析することで、胚の mtDNA の異常を明らかにでき
る可能性が示唆された。 
